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Utilisation de nouveaux agents inductsurs de mort cellulaire 
en synergie avec les interferons 

5 La presente invention concerne {'utilisation de nouveaux agents 

inductsurs de mort cellulaire, et en particulier d'un agent permettant la 
surexpresssion de la proteine PML sur les corps nucleaires, en association 
avec des interferons, pour induire la mort de cellules indesirables. 

Les corps nucleaires sont des structures associees a la matrice 

10 nucleaire, de fonction inconnue, et qui contiennent un certain nombre de 
proteines incluant PML, Sp100, ISG20, PIC-1/SUMO-1, Iysp100, PLZF, lnt-6, 
CBP, Rb, RFP et la proteine P ribosomale (Lamond et al. 1998). Le gene 
codant pour la proteine PML (pour "ProMyelocytic Leukemia") a ete identifie a 
partir de sa fusion avec le gene RARa (recepteur nucleaire de I'acide 

is retinoi'que) dans la translocation t(15;17) trouvee chez des patients atteints de 
leucemie promyelocytique aigue ("Acute Promyelocytic Leukemia" - APL). Ce 
gene PML est un gene cible des interferons, et sa surexpression provoque un 
arret de la croissance de certaines lignees cellulaires (Koken et al, 1995). Dans 
les cellules malignes APL, ia proteine PML n'est pas localisee sur les corps 

20 nucleaires mais delocaiisee du fait de I'expression de PML-RARa. L'oxyde 
d'arsenic induit le retour de PML vers sa localisation normale ainsi que la mort 
de la cellule. Dans les cellules normales non APL, ou la localisation de PML est 
normale, I'arsenic induit Pagregation de PML vers de larges corps modifies, 
mais le phenomene ne s'accompagne pas de mort cellulaire (Zhu et al, 1997). 

25 Les auteurs de I'invention ont a present decouvert que ia 

surexpression de la proteine PML locaiisee sur les corps nucleaires provoque 
la mort de la cellule, par un mecanisme original different de celui de I'apoptose 
induite par les caspases. 

La consequence majeure de cette decouverte est qu'une 

30 substance favorisant I'adressage de la proteine PML vers les corps cellulaires 
et/ou sa stabilisation, est particuiierement utile pour induire ia mort de cellules 
indesirables. 
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Lesdites substances qui induisent I'adressage de la proteine PML 
vers les corps nucleaires et/ou sa stabilisation, peuvent etre identifies par des 
tests standard connus de I'homme du metier, ia mesure du transit intracellular 
entre les fractions cytoplasmique et nucleoplasmique et la fraction associee 
aux corps nucleaires et la stabilisation de la proteine PML pouvant etre 
notamment realisee par Western Blot. 

Lesdites cellules indesirabies peuvent etre notamment des 
cellules d'une tumeur, des cellules infectees par un virus, un parasite ou une 
bacterie, des cellules immunitaires participant a une reaction immunitaire 
inappropriee, des cellules genetiquement alterees, des cellules senescentes ou 
hyperplasiques 

Par "tumeur", on entend toute proliferation cellulaire indesirable, 
benigne ou maligne, incluant notamment les cancers solides et les leucemies 
et lymphomes. Parmi les tumeurs malignes, on peut citer en particulier les 
leucemies myeioTdes chroniques et les leucemies iymphoTdes T de I'adulte 
(ATL) et les melanomes. 

La presents invention a done pour objet I'utilisation d'au moins 
une substance favorisant I'adressage de la proteine PML vers les corps 
nucleaires et/ou sa stabilisation pour la fabrication d'un medicament destine a 
induire la mart de cellules indesirabies. 

L'expression de ia proteine PML etant induite par des interferons, 
la presence d'interferons, qu'ils soient d'origine endogene ou administres au 
patient de maniere simultanee ou sequentielle, est necessaire a I'efficacite du 
traitement envisage. 

De maniere surprenante, les auteurs de ia presents invention ont 
plus particulierement decouvert que le zVAD (benzyloxycarbonyl-Val-Ala- 
Asp(O-methyl)-fluoromet'nylcetone) d'une part stabilise la proteine PML et 
d'autre part accelere la mart cellulaire induite par les interferons. 

Or, le zVAD est initialement connu comme inhibiteur des 
caspases, proteases impliquees dans le processus d'apoptose (Salvesen et al, 
1997). Des etudes (Mc Carthy et al, 1997) ont en outre montre que le zVAD 
empechait ou retardait fortement ia mort cellulaire. La decouverte des auteurs 
de ia presente invention, seion laquelle ie zVAD ne bioque pas la mort 
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ceilulaire induite par les interferons mais au contraire I'accelere, va done a 
I'encontre des resultats que pouvait attendre I'homme du metier. 

La presente invention a plus particuiierement pour objet 
I'utiiisation d'un inhibiteur et/ou substrat de caspases, tei que le zVAD, pour la 
fabrication d'un medicament destine a induire la mort de cellules indesirables. 
[.'acceleration de la mort ceilulaire observee peut etre une consequence de la 
stabilisation de la PML mais peut egalement impliquer d'autres mecanismes, 
qui restent dans le cadre de la presente invention. 

Par « substrat de caspases », on entendtout compose capable 
de se lier aux caspases. 

Les auteurs de la presente invention ont egalement decouvert 
que I'arsenic, et plus particuiierement le trioxyde d'arsenic, d'une part favorise 
I'adressage de la proteine PML vers les corps cellulaires et d'autre part 
accelere la mort ceilulaire induite par les interferons. 

La presente invention a plus particuiierement pour objet 
I'utiiisation d'un compose de I'arsenic ou d'un compose ayant les memes 
proprietes biologiques que I'arsenic pour la fabrication d'un medicament 
destine a induire la mort de cellules indesirables, en association avec au moins 
un interferon. 

Cette induction de la mort ceilulaire observee peut etre une 
consequence de I'adressage de la proteine PML vers les corps cellulaires, 
mais peut egalement impliquer d'autres mecanismes, qui restent dans le cadre 
de la presente invention. 

Parmi les composes de I'arsenic, on peut citer notamment le 
trioxyde d'arsenic ou ie melarsoprol. 

Par « compose ayant les memes proprietes biologiques que 
I'arsenic », on entend tout compose qui, comme i'arsenic, est un inhibiteur de 
phosphatase et/ou est capable de creer des adduits covalents par liaison avec 
des groupements dithiols. 

Les inhibiteurs et/ou substrats de caspases ou les composes de 
I'arsenic ou les composes ayant les memes proprietes biologiques que 
I'arsenic sont de preference utilises, pour induire la mort des cellules 
indesirables, en association avec la proteine PML, et/ou avec un agent 
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induisant la subexpression de la proteine PML. Parmi les agents induisant la 
surexpression de la proteins PML, on utilise de preference un interferon, tel 
que Interferon a , (3 ou y. 

En effet les auteurs de la presente invention ont plus 
particulierement decouvert que les substrats de caspases, et en particulier le 
zVAD, ainsi que les composes de I'arsenic, en particulier le trioxyde d'arsenic, 
agissaient de maniere synergique avec les interferons pour induire et acceierer 
la mort cellulaire. 

L'administration de maniere simultanee ou sequentielle de PML 
ou d'un agent induisant la surexpression de la proteine PML, tels que les 
interferons, peut etre inutile si la quantite de PML ou d'agent induisant la 
surexpression de la proteine PML, teis que les interferons, d'origine endogene, 
est suffisante. Neanmoins, selon un mode prefere de realisation de I'invention, 
l'administration d'une substance choisie parmi les composes de I'arsenic, les 
composes ayant les memes proprietes biologiques que I'arsenic et les 
inhibiteurs et/ou substrats des caspases, est associee a une administration 
simultanee ou sequentielle de proteine PML, et/ou d'un agent induisant la 
surexpression de la proteine PML, tels que les interferons. 

Fait partie de I'invention ['utilisation d'une substance choisie parmi 
les composes de I'arsenic, les composes ayant les memes proprietes 
biologiques que I'arsenic et les inhibiteurs et/ou substrats des caspases, en 
association avec un interferon, pour induire la mort de cellules indesirables, 
que celle-ci soit mediee par la proteine PML induite par ledit interferon ou par 
un autre mecanisme egalement induit par ledit interferon. 

La presente invention a egalement pour objet une methode de 
traitement therapeutique, dans laquelle on administre a un patient necessitant 
un tel traitement une quantite therapeutiquement efficace d'au moins une 
substance choisie parmi ies composes de I'arsenic, ies composes ayant les 
memes proprietes biologiques que I'arsenic et ies inhibiteurs et/ou substrats 
des caspases, en association avec un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. 

De maniere preferentielle on administre egalement audit patient 
une quantite therapeutiquement efficace de proteine PML, et/ou d'un agent 
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induisant la surexpression de la proteins PML, tel qu'un interferon, de maniere 
simultanee ou sequentielie. 

La presente invention a egalement pour objet une composition 
pharmaceutique contenant 

1) soit au moin.s un inhibiteur et/ou substratdes caspases associe a : 

au moins un compose de I'arsenic ou un compose ayant 
les memes proprietes biologiques que I'arsenic; 

et/ou la proteine PML 

et/ou au moins un agent induisant la surexpression de la 
proteine PML, tel qu'un interferon; 

en presence d'un vehicule pharmaceutiquement acceptable ; 

2) soit au moins un compose de I'arsenic ou un compose ayant les memes 
proprietes biologiques que I'arsenic associe a la proteine PML et/ou a au moins 
un agent induisant la surexpression de la proteine PML, tel qu'un interferon, en 
presence d'un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

La presente invention a egalement pour objet une composition un 
kit comprenant 

a) - une composition pharmaceutique (1) contenant au moins un inhibiteur 
et/ou substrat des caspases, en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable ; 

- et/ou une composition pharmaceutique (2) contenant au moins un 
compose de I'arsenic ou un compose ayant les memes proprietes que 
I'arsenic, en association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable ; et 

b) - une composition pharmaceutique (3) contenant la proteine PML en 
association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable; 

- et/ou une composition pharmaceutique (4) contenant au moins un 
agent induisant la surexpression de !a proteine PML, tel qu'un interferon, en 
association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable; 

lesdites compositions pharmaceutiques Stent destinees a une administration 
simultanee ou sequentielie. 

Le mode d'administration et la posoiogie dependent de I'affection 
traitee et de son stade d'avancement ainsi que du poids, de I'age et du sexe 
du patient. 
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Conformement a I'invention, ia formulation des medicaments de 
I'invention permet une administration notamment par voie orale, anaie, nasale, 
intra-musculaire, intra-dermique, sous-cutanee, ou intra-veineuse. 

La dose d'administration envisagee peut etre par exemple de 1 a 
50 mg par jour, de preference par voie intraveineuse, pour ies composes de 
I'arsenic, de 1 a 250 mg par kg de poids corpora! de substrats de caspases tels 
que le zVAD, st de 1 a 20 millions d'unites internationales (M Ul), de 
preference de 3 a 5 M Ul, de preference par voie intra-musculaire ou sous- 
cutanee, par jour ou tous ies deux jours, pour Interferon. 

Les auteurs de I'invention ont en outre decouvert que la mort 
cellulaire induite par la suppression de la proteine PML localisee sur les 
corps nucleaires presente des caracteristiques differentes de I'apoptose induit 
par les caspases. Dans le cas de la mort cellulaire induite par la PML, on 
n'observe en particulier pas les caracteristiques morphologiques nucleaires 
typiques de I'apoptose, telles que la condensation de la chromatine et la 
fragmentation nucleaire. 

De plus, alors que la mort cellulaire induite par les interferons 
seuls presente les caracteristiques de I'apoptose, les auteurs de la presente 
invention ont observe que I'association synergique de zVAD avec les 
interferons fait disparaitre ce phenotype apoptotique, ia mort cellulaire 
presentant alors des caracteristiques differentes de celles de I'apoptose. 

Une des consequences majeures de cette decouverte est la 
capacite des cellules indesirables tuees par le mecanisme induit par la PML de 
provoquer une reaction immunitaire contre des cellules indesirables similaires 
qui auraient echappe a la mort mediae par la proteine PML. 

Cette propriete rend particulierement interessante I" utilisation 
d'une substance choisie parmi les composes de i'arsenic, les composes ayant 
les memes proprietss bioiogiques que I'arsenic, et les inhibiteurs et/ou 
substrats des caspases, de preference en combinaison avec un interferon, 
pour induire la mort de celiuies indesirables, et/ou induire une reaction 
immunitaire. 

Ainsi, I'administration de ces medicaments permettra une forme 
d'immunotherapie, ou de "vaccination", en provoquant une reaction du systems 
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immunitaire qui elimine ies cellules indesirables survivantes, qu'il s'agisse de 
cellules cancereuses, de cellules infectees, ou de toute autre cellule indesirable 
qui participe au developpement d'une maladie. 

Cette propriete est liee au fait que ces medicaments, en 
particulier 1'association interferon et zVAD ou le zVAD seul, entrament dans Ies 
cellules indesirables un phenomene de mort qui ne possede pas toutes Ies 
caracteristiques de I'apoptose, qui est le phenotype physiologique le plus 
frequent du suicide cellulaire. 

En particulier, I'inhibiteur de caspases zVAD empeche I'apparition 
de la plupart des manifestations de I'apoptose, qui dependent d'une activation, 
dans la cellule mourante, de certaines caspases. En effet, si Ies caspases ne 
sont pas indispensables a I'execution du suicide cellulaire, elles apparaissent 
en revanche indispensables au cours des phenomenes de suicide cellulaire, a 
I'execution d'un phenotype de mort apoptotique (Xiang J. et al. PNAS 1996, 93 
: 14559 ; Quignon F. et al. Nature Genetics 1998, 20 : 259 ; Vercammen D. et 
al, J. Exp. Med. 1998, 187 : 1477). 

Un certain nombre de resultats suggerent que la maniere dont 
une cellule meurt joue un role important dans induction ou non d'une reaction 
immunitaire dirigee contre Ies cellules survivantes possedant Ies memes 
caracteristiques (y compris par exemple la nature de I'anomalie qui Ies rend 
cancereuses, ou la nature de I'agent infectieux qu'elles contiennent). 

La survenue dans une cellule d'un phenomene de mort 
apoptotique aurait pour effet de limiter I'induction d'une reaction immunitaire 
contre Ies cellules survivantes possedant Ies memes caracteristiques, voire de 
favoriser I'induction d'une forme de tolerance immunitaire, c'est a dire d'une 
inhibition selective de I'induction d'une reponse immune dirigee contre Ies 
cellules survivantes possedant ies memes caracteristiques. Des resultats 
obtenus dans certains modeles particuliers [in vitro, ou in vivo dans la chambre 
anterieure de I'ceil de la souris), suggerent que la mort apoptotique d'une 
cellule pourrait d'une maniere generate iimiter ou inhiber I'induction des 
reactions d'immunite a mediation cellulaire de type hypersensibilite retardee 
(dites Th1) mediees par ies lymphocytes T CD4+ (Griffith T. et al, immunity 
1996, 5:7; Voll R. et al, Nature 1997, 390 : 350 ; Gao Y. et a!., J. Exp. Med. 



WO 00/07616 



PCT/FR99/01901 



1998, 188 : 887), reaction qui reprssente I'une des manifestations essentielles 
d'une reaction immune efficace contre des cellules indesirabies. 

Dans un modele particulier de tumeurs chez la souris, il a ete 
montre que la survenue dans des cellules cancereuses de phenomenes de 
mort apoptotique n'entralne pas I'induction d'une reaction immunitaire efficace 
dirigee contre les cellules cancereuses vivantes presentant les memes 
caracteristiques, aiors que I'introduction artificielie dans ces cellules 
cancereuses d'un gene qui empeche la survenue dans les cellules 
cancereuses mourantes d'une partie du phenotype apoptotique, permet 
I'induction d'une reaction immunitaire efficace dirigee contre les cellules 
cancereuses vivantes presentant les memes caracteristiques mais dans 
lesquelles ce gene n'a pas ete artificiellement introduit (Melcher et al, 
1998, Nature Med., vol. 4, n° 5, pp 581-587). 

La decouverte que les medicaments decrits dans cette demande 
provoque la mort de cellules indesirabies tout en n'entratnant pas (ou en 
empechant) la survenue dans les cellules mourantes d'un phenotype 
apoptotique est done importante. Elle implique que ces medicaments auront 
pour effet non seulement de provoquer la mort des cellules indesirabies, mais 
aussi de permettre I'induction concomitante d'une reaction immunitaire efficace 
permettant I' elimination concomitante ou ulterieure des cellules indesirabies qui 
auraient echappe a la mort induite par les medicaments. 

Cette propriete peut egalement etre mise a profit pour traiter ex 
vivo un ensemble de cellules susceptibles de contenir des cellules indesirabies, 
avant administration a un patient, par exemple une preparation de moelle 
osseuse destinee a une greffe chez un patient leucemique, une telle 
preparation contenant generalement quelques cellules maiignes residuelles. 
Un tel traitement permet non seulement d'induire la mort des cellules 
indesirabies contenues dans la preparation, mais encore de provoquer une 
reaction immunitaire dirigee contre les cellules indesirabies presentes dans le 
corps du patient a qui la preparation cellulaire traitee est administree. 

La presente invention a done egalement pour objet un procede in 
vitro pour induire ia mort de cellules indesirabies comprenant la mise en 
contact de cellules indesirabies avec une substance choisie parmi ies 
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composes de I'arsenic, les composes ayant les memes proprietes biologiques 
que I'arsenic, et les inhibiteurs et/ou substrats des caspases, ladite substance 
pouvant etre de preference associee a la proteine PML et/ou a un agent 
induisant ia surexpression de la proteine PML, de preference un interferon. 

Les exemples et figures suivants illustrent I'invention sans en 
limiterla portee. 



LEGENDE DES FIGURES 

La figure 1A represents ('induction de la proteine PML de 
90 kD dans un clone REF(T)PML, quatre heures apres exposition a des 
concentrations variables de ZnCI 2 . 

La figure 1B represente une analyse par FACS de cellules 
REF(T)PML ou de cellules controle, quatre heures 30 apres exposition a 150 
uM de ZnCI 2 . Le panneau de gauche represente le contenu en ADN par 
rapport a la taille des cellules. Les panneaux de droite represente le contenu 
en ADN en fonction de la fluorescence (TUNEL). 

La figure 1C represente I'analyse cytometrique des cellules 
REF(T)PML traitees ou non avec du ZnCI 2 , de I'etoposide, ou I'inhibiteur de 
caspase zVAD. Un marquage est effectue avec de I'Annexine V-FITC 
(panneau de gauche) ou de la Rhodamine 123 (panneau de droite). Le 
pourcentage en cellules apoptotiques est indique. 

La figure 2A represente I'absence de clivage de la PARP 
lors de la mort cellulaire declenchee par la PML. Les cellules ont ete traitees 
avec 150 uM de ZnCI 2 , de I'etoposide ou du zVAD. 

La figure 2B represente Pactivite de la caspase CPP32 
determines par coupure du DEVD-pNA dans des cellules REF(T) controle ou 
des cellules REF(T)PML. Les absorbances relatives de trois determinations 
independantes sont presentees. 

La figure 3A montre la survie des monocytes traites avec 
1000 U/ml d'IFNa. Une experience representative sur cinq est presentee. Les 
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tests TUNEL demontrent que la diminution de la numeration celluiaire est due a 
I'epoptose. 

La figure 3B represents des histogrammes indiquant I'effet 
du zVAD (100 uM) 24 heures apres I'addition de celui-ci. Les valeurs 
moyennes ± les ecarts-type de 1 1 experiences sont presentees. 

La figure 4A montre que le zVAD stabilise la proteine PML 
dans les cellules REF(T). 

La figure 4B montre que Interferon a (1 000 U/ml) induit la 
PML de rat dans les cellules REF(T)PML. Les fleches indiquent des isoformes 
distincts de la PML. 



EXEMPLES 

MATERIELS FT METHODES 

- Construction plasmidiaue 

Un fragment Sacl-Bgll\ (- 69, + 55 paires de base) du promoteur 
de la metallothioneine de souris a ete insere dans un plasmide pKS et a ete 
fusionne avec un fragment Bgl\\-BamH\ d'un ADNc de PML conduisant au 
plasmide pKSmMT-PML. Pour la fusion GFP-PML, le meme fragment PML a 
ete insere dans le site BglU du vecteur pEGFP-1 (Clontech). Un vecteur 
retroviral exprimant PML a ete egaiement construit par insertion d'un ADNc de 
pleine longueur de PML (de The et al, 1991) au site EcoRI de SRatkneo 
(Mulieretal, 1991). 

- Culture celluiaire 

Les cellules REF(T) et MEF(T) sont des fibroblastes 
embryonnaires de rats et de souris immortalisees par un vecteur d'expression 
SV40T. Les cellules REF(K1) sont immortalisees par un mutant SV40T qui ne 
lie pas Rb, et les cellules F111 sont des fibroblastes de rat 3T3 spontanement 
immortalises. Pour des essais de clonogenicite, les cellules ont ete 
transferees avec 10 ug de SRatkneo-PML ou SRatkneo sur des boites de 
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culture de 10 cm de diametre et selectionnees par de la neomycine (500 
ug/ml). Pour obtenir des clones inductibles, un pool de cellules REF(T) a ete 
co-transfecte avec le plasmide pKSmMt-PML et un vecteur de resistance a 
I'hygromycine (DSP-Hygro). Les colonies resistantes ont ete examinees pour 
I'expression de la PML apres quatre heures d'un traitement au ZnCl 2 (150 uM) 
et soumises a un deuxieme cycle de clonage par dilution limite. Des clones 
CHO inducible ont ete constaiits de maniere similaire. Les monocytes ont ete 
prepares selon la methode d'Estaquier et al, 1997. L'etoposide (utilise a 100 
pM pendant 16 a 24 heures) a ete obtenu aupres de Biomol Research 
Laboratories, le zVAD (benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp fluoromethylcetone, 
utilise a 250 ug/ml) est commercialise chez Bachem et I'lFNa de rat chez 
Access BioMedical. L'interferon a humain a ete fourni par Schering-Plough. 
Les anticorps contre la proteine PML humaine sont decrits dans ('article de 
Daniel et al, 1993. Les experiences de Western Blot avec la proteine PML de 
rat endogene ont ete realisees avec I'anticorps monoclonal 5E10 qui detecte a 
la fois la PML de rat et la PML humaine. 

Evaluation de la mort cellulaire 

Les cellules ont ete traitees pendant 2 heures avec 150 pM de 
ZnCI 2 (sauf indications contraires) en presence ou I'absence de serum de veau 
foetal inactive par la chaleur, puis les cellules ont ete lavees et incubees dans 
un milieu sans ZnCI 2 . Le test TUNEL a ete realise selon les indications du 
fabricant (Boeh ringer Mannheim, kit de detection de la mort cellulaire in situ), a 
I'exceptton de I'etape de fixation (4 % de formaldehyde dans du tampon 
phosphate EBS pendant 10 minutes). La teneur en ADN cellulaire a ete 
evaluee par une incubation de 10 minutes dans de I'iodure de propidium a 50 
ug/ml, en presence de Rnase A a 100 ug/ml a 4°C. L'analyse de I'expression 
de la phosphatidylserine sur le feuillet externe des membranes celluiaires a ete 
realisee en utilisant un marquage AnnexineA/-fiuos (Boehringer Mannheim) et 
une perte de la polarite mitochondriale par Rhodamine 123 (Molecular probes) 
selon les instructions du fabricant. Les echaniilions ont ete analyses sur un 
analyseur FACScan (Lysis II software 3ecton Dickinson). Pour le ciivage de 
substrat oar les caspases, 5,1 0 6 cellules ont ete lavees dans du tampon PBS, 
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et incubees pendant une heure a 4°C dans 200 ul de tampon de lyse (10 mM 
Hepes, pH 7,4, 2 mM EDTA, 2 mM DTT, 0,1 % CHAPS). Apres centrifugation, 
20 pi de surnageant et 180 pi de tampon de reaction (100 mM Hepes, pH 7,4, 
2 % de glycerol, 5 mM DTT, 0,5 mM EDTA, 50 pM DEVD-pNA (Biomol 
Research Laboratories)) ont ete melanges et I'absorbance a 405 nm a ete 
mesuree apres quatre heures d-mcubation a 37°C. L'anticorps polyclonal SA- 
252 anti-PARP est commercialise chez Biomol Research Laboratories. 



EXEMPLE 1 : 

La PML induit une mort cellulaire indape nriante du zVAD. 

La transfection d'un vecteur d'expression de la PML (pSG5-PML) 
dans differentes lignees cellulaires de fibroblastes a fortement diminue la 
formation de foyers. La proteine PML etant indetectable dans les clones 
obtenus a partir des cellules transferees par la PML, ces resultats impliquent 
que la PML exerce un effet inhibiteur majeur soit sur le cycle cellulaire soit sur 
la survie des cellules. Pour comprendre le mecanisme a la base de cet effet, un 
pool de fibroblastes d'embryons de rat (REFs) transformes par SV40T a ete 
transfecte avec un piasmide pKSmMT-PML, dans lequel I'expression de PML 
est sous le controle d'un promoteur de !a metallothioneine de souris. Trois des 
clones resultant REF(T)PML ont ete etudies par la suite, tandis que trois 
clones REF(T) porteurs du vecteur vide ont ete testes comme controle. La 
proteine PML a ete detectee par Western Blot deux heures apres exposition au 
ZnCI 2 (expression detectable a partir de 50 pM de ZnCI 2 et presentant un 
plateau a 150 pM de ZnCI 2 ) (figure 1A). ^expression de la PML a induit une 
mort cellulaire synchronise- de I'ensemble de la population cellulaire avec des 
cinetiques variant de 48 heures pour 50 uM de Zn Cl 2 a six heures pour 150 
pM. Dans les trois clones REF(T)PML, des modifications morphologiques ont 
ete observees a partir de trois heures apres induction avec 150 pM de ZnCk 
Les cellules s'arrondissent, avec un retrecissement clair du cytoplasme (figure 
IB), sont devenus positives dans un test TUNEL (figure 1B) puis se sont 
progressivement detachees de la botte. Elles ont cependant garde ieur 
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capacite a exclure le bleu trypan. Ces modifications ont ete associees avec une 
teneur en ADN subG1 modeste (figure 1B), une externalisation de la 
phosphatidylserine membranaire (figure 1C) et une perte du potential 
transmembranaire mitochondrial (figure 1C). Tandis que des modifications 
similaires ont ete observees dans I'apoptose induite par I'agent genotoxique 
etoposide, elles n'ont jamais ete trouvees dans les cellules controle REF(T) 
traitees avec ZnCI 2 (figures 1B et C). Contrairement au traitement par 
I'etoposide, la mort cellulaire induite par la PML n'est pas associee avec des 
caracteristiques morphologiques nucleaires typiques de I'apoptose telles que la 
condensation de la chromatine et la fragmentation nucleaire, meme tardives 
dans le processus de mort cellulaire. Malgre le clivage de I'ADN (sub-G1 positif 
(figure 1B) et perte de la viscosite de I'ADN), la mort cellulaire induite par la 
PML n'est pas associee avec une echelle de I'ADN internucleosomaie, en 
conformite avec le faible signal positif du TUNEL (figure 1B). 

Contrdles : 

Comme les cellules REF(T) sont des lignees cellulaires 
transformers par SV40T, piusieurs experiences ont ete realisees pour exclure 
une contribution de I'oncogene « grand T » du virus SV40 a la mort cellulaire 
induite par la PML. Premierement, I'expression de la PML n'a pas altere 
I'expression ou la localisation de SV40T dans les cellules REF(T)PML ni n'a 
degrade la p53 ou la liberation de p53 a partir de I'oncogene « grand T » du 
virus SV40. Deuxiemement, dans ies cellules HeLa ou CHO transferees de 
maniere transitoire avec soit une proteine de fusion GFP-PML ou du GFP seul, 
toutes les cellules GFP-PML positives se sont progressivement detachers de 
la boTte et sont mortes, contrairement aux cellules GFP positives controle. 
Troisiemement, dans les cellules CHO transferees de maniere stable avec le 
plasmide pKSmMT-PML, I'induction par le ZnCI 2 a la encore conduit a la mort 
des clones exprimant la proteine PML. Enfin, dans les cellules REF exprimant 
un mutant thermosensible SV40T, la degradation des SV40T a 39,5°C n'a pas 
affecte ia mort cellulaire declenchee par la PML. 
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L'induction de la mort cellulaire peut requerir une transcription de 
novo ou peut refleter le declenchement de voies preexistantes. Les cellules 
REF ( T ) PM l ont ete tout d'abord incubees avec ZnCl 2 et avec du cycloheximide 
pendant deux heures permettant ainsi la synthese d'ARNm de PML, et non pas 
sa traduction. Les cellules ont ensuite ete lavees et incubees avec de 
I'actinomycine D seule pour permettre ia traduction de I'ARNm de PML mais 
pas la neosynthese ARNm. Dans cette experience, la mort cellulaire a ete 
observee de meme qu'en absence d'inhibiteur, montrant que la transcription de 
novo n'est pas requise. Une mort induite par la PML ne necessite pas et 
n'induit pas la transition vers la phase S du cycle cellulaire. En effet, la PML 
declenche toujours la mort dans les cellules REF(T)PML qui ont ete bloquees 
au stade G1/S par un traitement a I'aphidicoline. De plus, une exposition au 
BrdU a differents temps apres induction par ZnCI 2 a montre que la replication 
de I'ADN n'etait pas modifiee jusqu'a deux heures mais etait arretee apres trois 
heures et que la mort cellulaire etait presente dans toutes les phases du cycle 
cellulaire (figure 1B). 



EXEMPLE 2 : 

L'arsenic favorise ia mort cellulaire decienchee par la PML. 

Lorsque les cellules REF(T)PML ont ete traitees avec du ZnCI 2 et 
10" 6 M d'As 2 0 3 , une vive acceleration dans les modifications morphologiques 
associees a la mort cellulaire a ete observee. Le clivage de I'ADN determine 
par des tests TUNEL a augmente de maniere similaire (117 % de cellules 
positives pour le co-traitement avec ZnC! 2 contre 45 % pour ZnCI 2 seul, tandis 
que As 2 0 3 seul n'a induit aucune augmentation par rapport au niveau de base). 
Le fait que l'arsenic augmente l'induction de la mort cellulaire en paralleie a la 
localisation de la PML sur les corps nucleaires suggere que la localisation de ia 
PML vers les corps nucleaires est importante pour ia mort cellulaire. 
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EXEMPLE 3 : 

La mort decienchee par la PML n'est pas associee a 



I'activation des caspases. 



II est connu que I'execution de la mort cellulaire programmee 
implique I'activation proteolytique ds caspases qui induisent les changements 
phenotypiques de I'apoptose par ciivage de proteines nucleaires et 
cytoplasmiques (Salvesen et al, 1997). L'inhibiteur de caspases zVAD qui 
bloque I'apoptose induite par I'etoposide, n'inhibe pas la mort cellulaire 
induite par la 

PML (figure 1C) et meme de maniere paradoxal I'accelere (71 % de signal 
positif TUNEL avec du zVAD et du ZnCI 2 centre 45 % avec du ZnCI 2 seul). Ces 
observations impliquent que les executants sensibles a la zVAD ne sont pas 
requis pour la mort cellulaire induite par ia PML. De plus, la CPP32 (caspase 
3), la principale caspase impliquee dans I'apoptose, apparalt ne pas etre 
activee durant la mort cellulaire induite par la PML, dans la mesure ou, un de 
ses substrats, la PARP (poly(ADP-ribose)polymerase) reste non dive (figure 
2A). Contrairement a I'etoposide, aucun ciivage significatif des substrats de ia 
caspase colorimetrique, YVAD-pNa (caspase de classe 1, Boeringhsr 
Mannheim) et DEVD-pNA (caspase de classe 3, Boeringher Mannheim) apres 
induction par la PML n'a pu etre detecte (figure 2B). 



EXEMPLE 4 : 

L'arsenic et le zVAD potentiaiisent ia mort cellulaire induite 
par ia PML et ies interferons. 

Des monocytes primaires exposes a interferon a ont subi une 
mort cellulaire progressive qui a conduit a la disparition complete de la culture 
cellulaire apres sept jours (figures 3A et 3B). Lors de I'addition de zVAD avec 
I'inierferon a, la mort de I'ensembie de la population cellulaire a ete observee 
dans ies 24 heures en I'absence de ia fragmentation nucleaire et de la 
condensation de la chromatine observee avec interferon seui (figures 3A et 
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3B). Peu ou aucune mort cellulairs n'a ete observee avec du zVAD seul 
pendant 20 jours dans la plupart des cultures primaires (8/11) (figures 3A et 
3B). Dans trois cultures sur onze, le zVAD seul a induit la mort d'une partie de 
la culture apres sept jours, ces resultats refletant probablement une secretion 
endogene d'interferon. Des resultats similaires ont ete obtenus avec d'autres 
inhibiteurs de caspase tel que le DEVD. 

Le tableau ci-dessous represente la mort cellulairs evaluee par 
tunnel de cellules REF(T)PML traitees pendant deux jours avec 1 000 U/ml 
d'IFNa et 10" 6 M d'As 2 0 3 ou de zVAD. 





IFNa 




+ 


Controle 


5% 


42% 


ZVAD 


5% 


60 % 


As 2 0 3 


5,5 % 


53 % 



Dans les cellules REF(T), une synergie importante a ete trouvee 
entre soit I'interferon a et le zVAD, soit ^interferon a et IAs 2 0 3 (42 % de signal 
positif TUNEL pour I'interferon a seul, et 60 % et 63 % avec zVAD et arsenic 
respectivement). 

Le zVAD a augmente les niveaux d'expression de la PML (figure 
4A) et I'arsenic a augmente son association avec les corps nucleaires, alors 
que la quantite totale en PML a ete diminuee. La similarity de la synergie du 
zVAD et de I'arsenic avec les morts cellulaires declenchees par la PML et 
Interferon suggere que la PML est impliquee par la mort cellulaire induite par 
I'interferon. De plus, I'interferon a induit la mort cellulaire avec les memes 
cinetiques que le ZnCI 2 50 pM et les deux induisent des quantites similaires de 
proteine PML (figure 4B). 
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REVINDICATIONS 

1. Utilisation d'au moins une substance : 

- qui favorise I'adressage de la proteine PML vers les corps 
nucleaires et/ou sa stabilisation ; et/ou 

qui est choisie parmi les composes de I'arsenic, les composes 
ayant les memes proprietes biologiques que I'arsenic, et les inhibitsurs et/ou 
substrats des caspases ; 

en combinaison avec la proteine PML et/ou a un agent induisant la 
surexpression de la proteine PML ; 

pour la fabrication d'un medicament destine a induire la mort de cellules 
indesirables et/ou stimuler une reaction immunitaire, ('administration de ladite 
substance et I'administration de la proteine PML et/ou dudit agent induisant la 
surexpression de la proteine PML Stent simultanees ou sequentielles. 

2. Utilisation selon la revendication 1, dans laquelle ladite 
substance est le trioxyde d'arsenic. 

3. Utilisation selon la revendication 1, dans laquelle ladite 
substance est le zVAD. 

4. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 3 
dans laquelle ledit agent induisant la surexpression de la proteine PML est un 
interferon, tel que I'interferon a, (3 ou y. 

5. Utilisation d'au moins une substance choisie parmi les 
composes de I'arsenic, les composes ayant les memes proprietes biologiques 
que I'arsenic, et les inhibiteurs et/ou substrats des caspases, en combinaison 
avec un interferon, pour la fabrication d'un medicament destine a induire ia 
mort de cellules indesirables et/ou stimuler une reaction immunitaire, 
I'administration de ladite substance et I'administration de I'interferon etant 
simultanees ou sequentielles. 
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6. Precede in vitro pour induire la mort de cellules indesirables 
comprenant la mise en contact de cellules indesirables avec une substance 
choisie parmi les composes de I'arsenic, les composes ayant les memes 
proprietes biologiques que I'arsenic, et les inhibiteurs et/ou substrats des 
caspases, 

ladite substance etant associee a ia proteine PML et/ou a un agent induisant la 
suppression de la proteine PML, de preference un interferon. 

7. Composition pharmaceutique contenant 

1) soit au moins un inhibiteur et/ou substrat des caspases associe a : 

au moins un compose de I'arsenic ou un compose ayant 
les memes proprietes biologiques que I'arsenic; 

et/ou la proteine PML 

et/ou au moins un agent induisant la suppression de la 
proteine PML, tel qu'un interferon; 

en presence d'un vehicule pharmaceutiquement acceptable ; 

2) soit au moins un compose de I'arsenic ou un compose ayant les memes 
proprietes biologiques que I'arsenic associe a la proteine PML et/ou a au moins 
un agent induisant la suppression de la proteine PML, tel qu'un interferon, en 
presence d'un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

8. Kit comprenant 

a) - une composition pharmaceutique (1) contenant au moins un inhibiteur 
et/ou substrat des caspases, en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable ; 

- et/ou une composition pharmaceutique (2) contenant au moins un 
compose de I'arsenic ou un compose ayant les memes proprietes que 
I'arsenic, en association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable ; et 

b) - une composition pharmaceutique (3) contenant la proteine PML en 
association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable; 
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- st/ou une composition pharmaceutique (4) contenant au moins un 
agent induisant la suppression de la proteine PML, tel qu'un interferon, en 
association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable; 

iesdites compositions pharmaceutiques etant destiness a une 
administration simultanee ou sequentielle. 

9. Utilisation d'au moins une substance, autre que les composes 
de rarsenic, favorisant I'adressage de la proteine PML vers les corps 
nucleaires et/ou sa stabilisation, pour la fabrication d'un medicament destine a 
induire la mort de cellules indesirables, et/ou stimuler une reaction immunitaire. 

10. Utilisation d'au moins une substance choisie parmi les 
inhibiteurs et/ou substrats des caspases pour la fabrication d'un medicament 
destine a induire la mort de cellules indesirables, et/ou stimuler une reaction 
immunitaire. 



11. Utilisation selon ia revendication 10 dans laquelle ladite 
substance est le zVAD. 
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